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RESUMEN: El dopaje genético es una practica ilegal que consiste en la modificacién de genes para alterar la fisiologia del orga-
nismo, con el objeto de mejorar el rendimiento deportivo. El desarrollo de la ingenieria genética y de la terapia génica posibilitan
el uso de esta practica y su expansion en los préximos afios. El uso de virus adenoasociados es la técnica mas empleada para la
manipulacién y transferencia de genes modificados a una célula diana. Actualmente no existen datos confirmados de dopaje ge-
nético en humanos, pero hay una gran cantidad de genes susceptibles de ser modificados y que se pueden emplear. Experimentos
en modelos animales han demostrado que la eritropoyetina podria ser el mejor candidato, por su mayor relacién riesgo/beneficio.
La efectividad de la hormona de crecimiento no estd demostrada en atletas entrenados y los factores de crecimiento pueden dar
lugar a cancer. La deteccion del dopaje genético es muy compleja y se estan mejorando los métodos actuales, como la técnica
basada en la reaccion encadenada de la polimerasa.

ABSTRACT: Genetic doping is an illegal practice that consists of the modification of genes to alter the physiology of the organism,
with the aim of improving sports performance. The development of genetic engineering and gene therapy makes possible the
use of this practice and its expansion in the next years. The use of adeno-associated viruses is the most widely used technique
for the manipulation and transfer of modified genes to a target cell. There is no data on gene doping in humans, and there are a
large number of genes that can be modified and used. Experiments in animal models have shown that erythropoietin may be the
best candidate, due to its higher risk/benefit ratio. The effectiveness of GH is not proven in trained athletes and growth factors
can lead to cancer. The detection of gene doping is very complex and current methods such as polymerase chain reaction (PCR)
are being improved.

1. INTRODUCCION

la salud. Por ello, las Federaciones Deportivas Internaciona-
les y el Comité Olimpico Internacional han prohibido el uso
de sustancias dopantes, existiendo implicaciones legales para
luchar contra las précticas ilegales en el deporte. La primera
regulacion del dopaje se publicé en 1968 por el Comité Olim-
pico Internacional (COI), pero no fue hasta la creacion de la
Agencia Mundial Antidopaje, World Anti-Doping Agency en
inglés, (AMA-WADA) en 1999, cuando se contribuyé a la ar-
monizacion del antidopaje, suponiendo un cambio en la pre-
valencia del dopaje en los Ultimos afios.[4] Sus principales hi-
tos son la creacion del Cédigo Mundial Antidopaje, actualizar
anualmente la lista de prohibiciones de sustancias y métodos,
y formalizar convenios con laboratorios, para crear unas con-
diciones de igualdad entre todos los deportistas.

A nivel nacional, la regulacién del dopaje se lleva a cabo a
través de la agencia estatal Comisiéon Espafiola para la Lucha
Antidopaje en el Deporte (CELAD).[5] EI Consejo Superior de
Deportes es el encargado de luchar contra las practicas ilega-
les en el deporte. La legislacion vigente estd publicada en el
BOE del 29 de diciembre de 2015, donde aparece la lista de
sustancias y métodos prohibidos en el deporte.[6] A pesar de
ello, la legislacion del dopaje resulta muy compleja ya que hay
muchos organismos involucrados.

La WADA publica una lista de sustancias prohibidas clasifi-
cadas en tres grupos: sustancias y métodos prohibidos siem-
pre, sustancias y métodos prohibidos en competicion y sus-

1.1. Dopaje

ara mejorar el rendimiento energético del musculo vy, por

tanto, la actividad fisica, se necesita aumentar la masa
muscular mediante una mayor sintesis de proteinas, lo que
conlleva la posibilidad de elevar los depdsitos de glucogeno y
su oxigenacioén, para mejorar la capacidad de oxidar los com-
bustibles que le llegan desde el torrente sanguineo y obtener
la mayor cantidad de ATP posible. Para ello, el método natural
es realizar ejercicio, tener una nutricién equilibrada y, en al-
gunos casos, utilizar suplementos autorizados. Sin embargo,
desde la antigua Grecia, en la que los deportistas empleaban
plantas naturales como estimulantes, para obtener un mejor
rendimiento se ha intentado mejorar la estructura del muscu-
lo esquelético, la fuente de oxigeno y la produccién de energia
de forma artificial para mejorar la funcion muscular median-
te el uso de sustancias o0 métodos no permitidos.[1,2] A esta
practica se la denomina dopaje o “doping”. La primera defi-
niciéon de dopaje del Comité del Consejo de Europa en 1963
la describié como “la administracidn a una persona sana, o la
utilizacion por ella misma, de sustancias extrafias al organis-
mo o de sustancias fisioldgicas en cantidades incrementadas
o por vias anormales, con el Unico fin de aumentar artificial-
mente y de forma ilegal el rendimiento de esta persona para
participar en una competicién”.[3] La Real Academia Espafiola
(RAE) define el término dopar como “administrar farmacos o
sustancias estimulantes para potenciar artificialmente el ren-
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dimiento del organismo, a veces con peligro para la salud”.
El dopaje estd prohibido por motivos éticos y de salud, ya
que estad demostrado que provoca efectos perjudiciales para
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tancias prohibidas en ciertos deportes (Tabla 1).{4,7,8]

El principal objetivo que se pretende abordar en este traba-
jo es dar una vision general sobre la terapia génica y el dopaje
basado en la modificacion de genes mediante estd técnica.
Para ello se han estudiado los principales mecanismos fisicos,
quimicos y bioldgicos por los que se puede llevar a cabo la
transferencia génica; los principales genes susceptibles de
dopaje genético basdndose en estudios reales; y las técnicas
empleadas para detectar el uso de dopaje genético.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Dopaje genético y Terapia génica
Como consecuencia del conocimiento del genoma humano y
el avance en las técnicas de ingenieria genética, que permi-
ten modificar el genoma de un individuo, se ha desarrollado
un nuevo tipo de dopaje, denominado dopaje genético. Este
consiste en la manipulacion del material genético mediante la
tecnologia de terapia génica con fines no médicos para mejo-
rar el rendimiento deportivo.

El genoma humano contiene toda la informacion genética
necesaria para la expresion de las caracteristicas que diferen-
cian a cada individuo. Los avances en ingenieria genética o
tecnologia del ADN recombinante permiten conocer el perfil
genético de los individuos y saber como modificarlo. En oca-
siones, la expresion génica esta alterada, lo que puede con-

llevar a patologias; por ello, la modificacion de un genoma
individual mediante terapia génica persigue sustituir genes
defectuosos o la expresion constante de genes beneficiosos,
sin que se produzcan efectos adversos para los individuos.

La terapia génica también se estd empezando a usar para
aumentar el rendimiento deportivo mediante el dopaje ge-
nético.[9] El material genético puede insertarse en una célula
de forma in vivo o ex vivo (Figura 1).[10] En la técnica in vivo,
los genes modificados se introducen en el organismo direc-
tamente en los vasos sanguineos o el tejido que se pretende
modificar. En cambio, en la técnica ex vivo se extraen del pa-
ciente las células que se pretenden alterar, se modifican gené-
ticamente externamente y se reinsertan en el organismo del
individuo. En ambos casos, para que la terapia génica sea exi-
tosa, es necesario utilizar un procedimiento seguro y eficiente
para transferir el ADN manipulado a las células o tejidos diana,
que puede ser directamente o a través de sistemas de libera-
cion o vectores.[9]

2.2. Métodos de transferencia génica

Para hacer llegar el material genético modificado dentro de
las células existen varias estrategias, ya que no hay un Unico
método que sea el que mejor funciona para todas las aplica-
ciones. Los factores que determinan la eleccion del método
incluyen la reproducibilidad, la toxicidad, el mecanismo de
liberacion, la facilidad de uso vy la eficiencia.

Estos métodos pueden dividirse segin se empleen vecto-

Tabla 1. Clasificacion de sustancias y métodos de dopaje.

SUSTANCIAS DOPANTES

Esteroides Anabolizantes Andro-
génicos (EAA)

Favorecen la sintesis proteica y la
hipertrofia muscular

Mejoran rendimiento deportivo y
modifican la imagen corporal

Eritropoyetina (EPO) y agonistas
de sus receptores

Aumentan los eritrocitos circulan-
tes y los valores de hemoglobina

Favorecen la oxigenacién de los
tejidos

Hormona de crecimiento (GH) vy
sus factores de liberacién

Aumenta el crecimiento de los
tejidos

Incrementa la masa muscular

Agentes anabolizantes andro-
génicos

Factores de crecimiento

D Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1): aumenta

la proliferacion celular

D Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF): formacion de

nuevos vasos sa ngufneos

D Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)
o Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
D Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

Factor inducible por hipoxia
(HIF-1)

Factor de transcripcién implicado en la expresion de genes relacionados
con la proliferacién y el metabolismo que se expresa en ausencia de oxi-

geno

Moléculas analogas a la adrenali-

Agonistas beta-2 .
nay noradrenalina

Relajacion del musculo liso, la contraccion del tejido cardiaco y la regula-
cién del metabolismo glucidico y lipidico

Agentes que inhiben la funciones

Moduladores hormonales y de la miostatina

Limita el crecimiento del tejido muscular

metabdlicos o
Inhibidores de la aromatasa

Aumentan la tasa de andrégenos como la testosterona

Diuréticos y agentes enmas-
carantes

Incrementan la diuresis

Reducen el peso corporal (boxeo,
halterofilia...)

METODOS DE DOPAJE

Manipulacion de la sangre y
de componentes sanguineos

Administracion de sangre autdloga o alogénica (homdloga o heterdloga) y productos de eritrocitos
Mejora artificial de la captacién, el transporte o el uso de oxigeno

Manipulacion quimica y fisica

Manipulaciéon de las muestras tomadas durante los controles de dopaje

Dopaje genético

Transferencia de acidos nucleicos o analogos de estos y el uso de células genéticamente modificadas
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Figura 1. Tipos de terapia y métodos de transferencia génica. Terapia génica mediada por vectores virales (a) y no virales (b).

res virales, métodos bioldgicos, o no virales, métodos fisicos
y quimicos (Figura 1).[9,11] Los virus presentan la ventaja de
que pueden hacer que el gen modificado se exprese a largo
plazo, pero tienen el inconveniente de que en ocasiones pue-
den producir efectos secundarios, como la inmunogenicidad,
ya que el vector puede ser reconocido por el sistema inmune
como una sustancia extrafia y, por tanto, provocar una reac-
cion inmune. Otro inconveniente es la posibilidad del desa-
rrollo de células cancerigenas y mutagénicas provocado por
una mala insercion en el genoma de la célula huésped. Ade-
mas, hay que tener en cuenta la dificultad para la produccién
de virus a gran escala. Respecto a las terapias en las que no se
emplean vectores virales, son menos efectivos, pero también
menos citotdxicos. Por ultimo, también se puede emplear
CRISPR/Cas9 como técnica de edicion génica para modificar
la secuencia de DNA y mejorar el rendimiento.[12]

Los métodos fisicos de transferencia génica emplean pro-
piedades fisicas para mejorar la penetrabilidad del material
genético a través de la membrana celular. Estos métodos in-
cluyen la electroporacion, la biolistica, la microinyeccién, el
laser y la aplicacion de ultrasonido, entre otros (Figura 1). La
ventaja de estos métodos es la reproducibilidad, pero su efi-
cacia depende de diversos factores, como el tipo celular y el
entorno de liberacion, y la desventaja principal es el dafio que
producen a las células durante el proceso, reduciendo drasti-
camente la viabilidad de las células tratadas.[9]

Los métodos quimicos se basan en la formacién de comple-
jos con el material genético para facilitar su transporte dentro
de las células. Estos métodos incluyen la transferencia génica
mediada por fosfato de calcio y dietilaminoetil (DEAE)-dextra-
no, que se unen a componentes de la membrana plasmatica
y permiten el paso de acidos nucleicos al citoplasma celular.
Ademads, existen otras técnicas bastante diversas para intro-
ducir acidos nucleicos dentro de una célula diana, como li-
posomas, dendrimeros, particulas de silice, nanotubulos de
carbono o nanoparticulas (Figura 1).[9]

Los métodos bioldgicos de transferencia génica utilizan
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vectores virales. La naturaleza infecciosa de los virus puede
aprovecharse para introducir genes en la célula de interés.
Para un uso seguro y eficiente de los virus como vectores, de-
ben conocerse los genes implicados en el ensamblaje de las
particulas virales, el empaquetamiento del genomay el meca-
nismo de introduccion del gen en las células diana, mientras
que el resto de los genes deben eliminarse del genoma virico
para reducir su patogenicidad. Tras la insercion del gen modi-
ficado, el nuevo virus puede utilizarse de forma segura como
vector (Figura 2).[9] Estos vectores penetran en la célula por
endocitosis o fusion con la membrana celular, se liberan en
el citosol, entran en el ndcleo para la transcripcion del gen'y
finalmente se produce la traduccién y se sintetiza la proteina
correcta.

Los virus utilizados son los adenovirus, virus de ADN bicate-
nario lineal con capside icosaédrica, que se unen a receptores
celulares especificos, como el CD46, antes de entrar a la célula
a través de endocitosis. Estos virus no se integran en el geno-
ma de la célula huésped, porlo que no producen mutagénesis
por insercion. Sin embargo, al tener una expresién episomal
solo dan lugar a una expresion génica transitoria. Aunque su
administracion es facil, tienen desventajas como una baja efi-
ciencia de transfeccion, tendencia a producir altas respuestas
inmunes e inflamatorias y una baja estabilidad fuera del cuer-
po.[13] Los Virus adenoasociados (AAVs), pequefios virus sin
envoltura que contienen ADN monocatenario lineal, que in-
fectan uniéndose a receptores especificos en la célula, entran
al ndcleo y se integran en el genoma. Estos virus tienen sitios
de integracion especificos en el genoma y en el 90% de los
€asos no se integran en el genoma de la célula huésped, por
lo que tienen baja probabilidad de mutagénesis insercional.
Entre los inconvenientes de usar estos virus estd su dificul-
tad para producirlos con una alta titulacién y que el tamafio
del gen que pueden portar es limitado.[14] Los retrovirus, vi-
rus cuyo genoma estd compuesto por dos cadenas idénticas
de ARN monocatenario y poseen una envuelta. La infeccion
comienza con la union de glicoproteinas de la envuelta del
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Figura 2. Produccién de virus modificados. a) Modificacién genoma viral. b) Generacion de virus modificados.

virus a receptores de la membrana de la célula huésped. Una
vez dentro, la cadena de ARN se transcribe inversamente
mediante la transcriptasa inversa, dando lugar a un producto
intermedio de ADN monocatenario, que se inserta dentro del
genoma de la célula infectada por accién de la integrasa viral.
La ventaja de estos vectores es que la unién estable entre el
ADN viral y el genoma del hospedador produce una expresién
permanente de los genes de interés, aunque tiene las des-
ventajas de que pueden generar mutagénesis por inserciéon y
pueden abolir el sistema de complemento humano. Los lenti-
virus son un subtipo de retrovirus que, a diferencia del resto
de los géneros retrovirales, son capaces de infectar tanto a
células que se dividen, como células que no estan destinadas
a dividirse. Debido a que los lentivirus pueden causar infec-
ciones graves, para la produccion de los componentes virales
necesarios del virus se utilizan distintos plasmidos: uno con
el genoma viral modificado, otro que codifica las proteinas
de empaguetamiento y otro con la secuencia que codifica las
proteinas responsables de la formacién de la envuelta. Estos
tres plasmidos se transfectan en una linea celular con la ca-
pacidad de generar virus (empaquetadora). Posteriormente,
estos salen al medio extracelular, donde se recolectaran y se
usaran para transducir una amplia variedad de células de ma-
miferos.[15]

2.3. Genes implicados en dopaje genético

Hasta la fecha no existen pruebas concluyentes de que se
haya recurrido al dopaje genético en el deporte, aunque es
dificil predecir el alcance del uso actual y futuro de la terapia
génica entre los deportistas, debido a que no existe ninguna
prueba oficial de confirmacion para esta terapia. En la actua-
lidad, hay en torno a 150 genes que pueden ser susceptibles
de modificacién, pero solo podemos especular sobre qué
genes serfan los mejores candidatos para el dopaje genético
en funcién de su potencial para aumentar el rendimiento de
un individuo. Asi, para el dopaje genético pueden utilizarse
practicamente todos los genes conocidos, siendo los mas pro-
bables aquellos que desempefian un papel importante en la
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estimulacion de la resistencia en deportes aerdbicos, la fuerza
y la potencia muscular en deportes que requieran explosivi-
dad, la recuperacion tras las lesiones, la tolerancia al dolor, el
bienestar psicoldgico y la motivacion.[8,16,17,18]

2.3.1. Genes que codifican la eritropoyetina

La EPO es la hormona encargada de mantener los niveles de
eritrocitos adecuados vy, por tanto, el aporte de oxigeno para
los diferentes tejidos. Por ello, introducir en el cuerpo una
modificacion activa en el gen que codifica para esta hormona,
0 una copia adicional del gen que produzca su sobrexpresion,
dara lugar a un aumento en la produccion de eritrocitos y la
capacidad maxima de consumo de oxigeno, que favorece la
resistencia en el deporte, por lo que se ha convertido en un
objetivo perseguido en el dopaje (Figura 3).[7,8,19,20]

Diversos estudios en ratones y monos han demostrado que
la introduccién de EPO mediante adenovirus provoca un au-
mento del hematocrito de casi un 35% que se mantiene mas
de un afio en ratones y en torno a tres meses en monos.[19]
Ademas, en un modelo de ratén de dopaje genético utilizan-
do un vector rAdV-hEPO, se demostrd un aumento de los ni-
veles del factor de transcripcién regulador de la eritropoyesis
GATA-1, de los marcadores especificos de eritrocitos Gypa y
Trfr, del nimero de eritrocitos, de los niveles de hemoglobina
y del hematocrito. Aungue en ningun caso se analizaron pa-
rametros relacionados con el deporte, este modelo permite
demostrar que la sobreexpresién de EPO aumenta los mar-
cadores moleculares y celulares tipicos del dopaje con esta
hormona'y, por tanto, que estos se puedan evaluar utilizando
analisis de ADN y ARN de muestras de sangre.[21]

Por otra parte, en un ensayo realizado en humanos se se-
leccionaron 10 tejidos de pacientes con anemia que presen-
taban insuficiencia renal crénica a los que se modificé gené-
ticamente introduciendo EPO con un adenovirus. En ellos se
observd un aumento de los niveles de reticulocitos, mientras
que los niveles de hemoglobina no se modificaron, efecto que
disminuyd a las dos semanas, debido a una posible reaccioén
inmune contra el implante.[19]
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Figura 3. Genes y proteinas relacionados con el dopaje genético.

Los principales efectos secundarios asociados al dopaje
mediante la transferencia de EPO modificada son complica-
ciones tromboembdlicas debido al aumento de la viscosidad
de la sangre por un excesivo aumento del hematocrito, que
puede provocar un accidente cerebrovascular o infarto de
miocardio y un aumento en la resistencia vascular periférica
total.[7,8,20]

2.3.2. Factor de transcripcion estimulado por hipoxia

El factor de transcripciéon estimulado por la hipoxia, HIF-1
regula la expresion de proteinas relacionadas con la angiogé-
nesis, la activacién de la eritropoyesis, entre las que se en-
cuentra la EPQ, o la regulacién del metabolismo de la glucosa
(Figura 3). Por ello, el dopaje por estimulacién de la expresion
de HIF-1 en condiciones normales de suministro de oxigeno,
mediante agentes quimicos o por transferencia de genes a las
células, puede mejorar la resistencia atlética, facilitando la
adaptacion de la célula a condiciones de poco oxigeno. Aun-
gue no existen muchos datos sobre el uso de terapia génica
con este gen, se ha investigado el uso de HIF-1 en el trata-
miento de enfermedades cardiovasculares y, basdndonos en
los estudios en animales y en los primeros ensayos clinicos en
humanos, se cree que este factor de transcripciéon administra-
do como terapia génica induce eficazmente la neovasculariza-
cién en tejidos isquémicos.[8]

2.3.3. Genes que codifican la hormona de crecimiento

La principal funcién de la GH es anabdlica al estimular la
sintesis de proteinas, pero también afecta al metabolismo de
los hidratos de carbono (estimulacion de la gluconeogénesis
y aumento de la liberacién de glucosa del higado) y al meta-
bolismo de las grasas (aumento de la lipdlisis). Por otra parte,
estimula el crecimiento de drganos, el crecimiento y la ma-
duracién del esqueleto y la funcion inmune (Figura 3).[7,20]

Aunque existen pocos estudios que confirman el efecto de
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la GH sobre la fuerza muscular, las funciones respiratorias y
cardiovasculares, su uso es popular entre los atletas, proba-
blemente por la percepcion del aumento de la masa y la fun-
cién muscular, asi como por la dificultad de su deteccion. Sin
embargo, parece que la GH aumenta la sintesis de proteinas
de todo el cuerpo y conserva las proteinas durante el ejerci-
cio, aunque este efecto se pierde en atletas altamente entre-
nados. Ademas, se demostré que su administracion en indi-
viduos sanos estimula la sintesis de coldgeno, pero no la de
proteinas miofibrilares, por lo que se sugiere que no produce
un efecto anabdlico especifico sobre los musculos esqueléti-
cos en personas entrenadas.[7,22]

Sin embargo, respecto a otros posibles efectos sobre el
ejercicio, un estudio realizado en ratones, donde se introdujo
la GH a través de un AAV en las glandulas salivales, mostré un
aumento de la hormona en suero y en saliva al cabo de 4 se-
manas, que se correspondié con un aumento del hematocrito
por encima del 65%.[8,19] Ademas, en otros estudios con ani-
males, se utilizé la terapia génica para aumentar la produccién
de GH mediante la inyeccién intramuscular de un plasmido
que contenia el gen de la somatoliberina o GHRH, bajo el con-
trol de un promotor génico especifico del mdsculo. Aqui se
consiguié aumentar las concentraciones de GH y mejorar los
pardmetros anabdlicos y hematoldgicos, efectos que persis-
tieron durante mds de un afio.[23]

Por otra parte, existen pruebas de los riesgos para la salud
asociados al uso de GH, por ejemplo, resistencia a la insulina,
alteracion de la tolerancia a la glucosa y eficiencia limitada de
los sistemas cardiovascular y respiratorio.[8,20]

2.3.4. Factor de crecimiento semejante a la insulina-1

De todos los procesos metabdlicos ejercidos por la GH, uno
de los mas conocidos es la produccién de IGF-1 principalmen-
te en el higado. El principal efecto de IGF-1 es la sintesis de
proteinas en la mayoria de los drganos, con el consi-
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guiente aumento de tamafio de estos. Asi, es el principal en-
cargado del crecimiento de los huesos largos, ya que aumenta
la sintesis de proteinas en condrocitos [7]. Ademas, respec-
to al musculo, promueve la proliferacién y diferenciacién de
miocitos, favoreciendo la hipertrofia muscular y, por ultimo,
facilita el transporte y uso de la glucosa y aminodcidos, asi
como la sintesis de glucégeno para la obtencién de energia
(Fig. 3). Por todo ello, este factor de crecimiento es usado en
el dopaje convencional y, potencialmente, en el dopaje gené-
tico mediante la transferencia del gen de IGF-1, que podria
proporcionar los niveles deseados, estables y elevados de esta
proteina. Este método seria relativamente seguro porque el
efecto de sus acciones se podria limitar a los musculos como
diana. Asi, estudios realizados en ratas, en la que se introdujo
el gen de IGF-1 mediante un adenovirus, demostraron un au-
mento de la masa muscular del 15% en ratas que no habian
entrenado previamente y de un 32% en ratas sometidas a un
entrenamiento de fuerza previo durante 8 semanas, ademas
de aumentar la fuerza muscular y la resistencia [19,24]. Otros
estudios han demostrado que la transferencia génica de IGF-
1 permite la regeneracion del musculo esquelético tras una
lesion y es mas eficaz que la administracién sistémica de su
producto proteico.[25] A pesar de sus posibles efectos bene-
ficiosos, la administracién continua de IGF-1 puede provocar
efectos adversos como hipoglucemia profunda. Ademas, la
expresion de IGF-1 también se asocia con la progresién del
ciclo celular y la inhibicién de la apoptosis, al interactuar con
las vias de sefializacién PI3K/AKT y Ras/MAPK, que tienen un
papel en la carcinogénesis, por lo que el abuso de IGF-1 tiene
el potencial de aumentar el riesgo de cancer (Figura 3).[8]

2.3.5. Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) es una enzi-
ma que cataliza el paso de oxalacetato a fosfoenolpiruvato y
CO, en la gluconeogénesis, por lo que favorece el aporte de
glucosa para todos los tejidos y puede mejorar la resistencia
del musculo (Figura 3). Su expresion en estudios con ratones
que recibieron ADN del gen de esta enzima han demostrado
una mayor capacidad de ejercicio con respecto al grupo con-
trol, ya que los ratones transgénicos corrieron una distancia
de unos 5 Km en comparacién con los 0,2 Km de los contro-
les. Ademas, la transferencia del gen de la PEPCK aumenta la
fuerza y la velocidad durante una carrera y los ratones se ca-
racterizaron por un menor porcentaje de grasa corporal y una
mayor longevidad que los ratones de control.[8,19,26] Los
ensayos publicados hasta la fecha no han identificado efectos
patoldgicos derivados del dopaje genético con PEPCK.

2.3.6. Receptores activados por proliferador de peroxiso-
mas

La familia de receptores nucleares PPAR incluye los genes
PPARA (PPARa) PPARD (PPARS) y PPARG (PPARy), que actlan
como factores de transcripcién. PPARa y PPARS activan la
captura y B-oxidacién de acidos grasos, mientras que PPARy
aumenta el almacenamiento de lipidos y tiene funciones hi-
poglucemiantes, aumentando la sensibilidad a la insulina (Fi-
gura 3).[8,19] A nivel muscular, estos receptores promueven
la conversién de fibras musculares tipo Il de contraccion ra-
pida a fibras musculares tipo | de contraccién lenta, las cua-
les poseen un gran numero de mitocondrias, metabolismo
aerobio y alta resistencia a la fatiga. Por ello, los deportistas
gue requieren un bajo porcentaje de grasa y peso corporal y
gran resistencia fisica, como pueden ser los ciclistas o los ma-
ratonianos, serian los mas beneficiados del dopaje genético
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con PPARs. Hasta la fecha solo se ha publicado un estudio en
ratones sobre la ventaja de la modificacion génica de PPARS,
en el que se muestra que la inyeccion de este gen en cigotos
de ratdén mejord la resistencia y la capacidad de carrera de
los ratones. El tiempo de carrera mejord en un 67%, mien-
tras que la distancia lo hizo en un 92%, v, a la vez, provoco
resistencia a la obesidad, incluso en ausencia de ejercicio y
con una dieta rica en grasas. Por ello, el farmaco agonista de
PPARS, GW1516, cuyo uso en clinica se propuso para tratar la
diabetes, las enfermedades cardiovasculares y la obesidad, se
ha utilizado en dopaje y estd incluido en la lista de prohibicio-
nes de la WADA, ya que algunos atletas han sido sorprendidos
utilizando este tipo de dopaje.[8,19]

2.3.7. Miostatina

La miostatina es un factor de crecimiento que regula negati-
vamente el crecimiento y regeneracién del musculo esquelé-
tico, ya que mantiene a las células satélites musculares en un
estado quiescente (Figura 3). Tras un dafio en las fibras mus-
culares, los niveles de miostatina disminuyen para posibilitar
la activacién, diferenciacién y proliferacién de los mioblastos
en fibras maduras. Ademas, se estimula la produccién de fi-
bras musculares de tipo Il rapidas a costa de un descenso de
la sintesis de fibras musculares lentas de tipo |, de forma que
tras una lesion se mejora del proceso regenerativo. Asi, se ha
demostrado que la inhibicidn de la transcripcion del gen de la
miostatina utilizando un miRNA especifico produce hipertro-
fia muscular en ovejas.[27] En un estudio en ratones que pre-
sentaban distrofia muscular en los que inyectd intramuscular-
mente un AAV que codifica un péptido de miostatina mutado
inactivo se observd un aumento de la masa muscular de entre
el 15-31%y un aumento de la fuerza de entre el 60-85% en los
ratones que recibieron el transgén frente a los ratones contro-
les. Por otra parte, también se ha observado que la supresién
del gen de la miostatina con siRNA en ratones da lugar a un
aumento de la masa muscular y la fuerza.[8,19] Sin embargo,
hay que tener en cuenta que el bloqueo de la miostatina no
siempre tiene un efecto beneficioso sobre la funcion muscu-
lar, pues en estudios recientes se ha observado que la falta de
dicho gen, a pesar de que promueve el crecimiento del mus-
culo, provoca un deterioro de la fuerza muscular. Ademds, en
algunas condiciones, el aumento de la masa muscular en un
corto periodo de tiempo provoca una sobrecarga del sistema
musculo-esquelético, aumentando la susceptibilidad a las le-
siones y puede promover una cardiomiopatia hipertdnica, y
como consecuencia un infarto de miocardio.[8]

2.3.8. Factor de crecimiento endotelial vascular

Los factores angiogénicos, como el VEGF, actUan a través de
receptores tirosina quinasa y aumentan las cascadas de sefia-
lizacion Ras/ERK y PI3K/AKT/mTOR favoreciendo la prolifera-
cién de células endoteliales y la generacidon de nuevos vasos
sanguineos (Figura 3). A pesar de que existen innumerables
trabajos en modelos animales que demuestran la capacidad
angiogénica del VEGF y el aumento de liberacion de oxigeno
a los tejidos, existen pocos estudios sobre su papel especifico
en musculo. Un trabajo en pacientes con enfermedad vascu-
lar coronaria que recibieron un transgén de VEGF mediante
inyeccién con adenovirus o con liposomas catiénicos demos-
tré un aumento del flujo sanguineo que perdurd en un 82%
de los pacientes 8 afios después del tratamiento.[19] Por otra
parte, se ha demostrado que la inyeccion de un plasmido con
el gen del VEGF en el musculo de pacientes con isquemia cri-
tica cronica de las extremidades mejoraba el flujo distal.[8]
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Por ello, este factor de crecimiento, junto con otros simila-
res, como el FGF o HGF son buenos candidatos para aumentar
la resistencia deportiva al mejorar la oxigenacién y regenera-
cion del musculo. Sin embargo, una de las complicaciones de
estos tratamientos es la posibilidad de generar neoplasias y
enfermedades cardiovasculares.

2.4. Métodos de deteccion del dopaje genético

El desarrollo de pruebas para la deteccion de dopaje gené-
tico supone nuevos retos, ya que la toma de muestras no in-
vasivas, como orina o saliva, o poco invasivas como la sangre,
no aportan suficiente informacion. Ademas, debido a la falta
de muestras humanas reales, la mayoria de las técnicas de de-
teccién se han probado con muestras de referencia estandar
o0 en modelos de animales.[28]

Las principales técnicas utilizadas en la deteccion del dopa-
je genético incluyen:

e la espectrometria de masas que permite analizar ge-
nes potencialmente dopantes como EPO, GH, miostatina, IGF-
1y VEGF.[29]

e La técnica de PCR que podrian detectar la presencia
de secuencias del vector de liberacion y del ADN transgénico,
pero en algunos casos la PCR convencional no posee la sen-
sibilidad necesaria. La PCR cuantitativa (qPCR) es el método
de deteccidon propuesto por la WADA, ya que su sensibilidad
es muy alta y permite detectar cantidades muy bajas de ADN
en diversos tipos de muestras. Los ensayos de qPCR para las
dianas del dopaje genético emplean generalmente cebadores
que se dirijan a los sitios de unidn exdn-exén presentes en el
transgén, pero que estan ausentes en el genoma de la célu-
la huésped. Por ello, esta gPCR se ha convertido en una he-
rramienta muy eficaz para la deteccién del dopaje genético,
aunque tiene la desventaja de que requiere un conocimiento
previo de las dianas de dopaje y la especificidad puede verse
afectada si hay cambios de secuencia en las dianas.[4,28]

e Las técnicas basadas en la edicion genética por CRISPR
mediante el uso de ARN guia Unico (gARN), que se una espe-
cificamente a las uniones exdn-exén en el ADN transgénico.
Ademds, se estan creando herramientas para identificar si se
ha usado el sistema CRISPR/Cas9 en la muestra problema en
vez de detectar el gen modificado.[28,29]

e Las técnicas de secuenciacion masiva o NGS que pue-
den proporcionar directamente informacién sobre la secuen-
cia de genes dopantes, ya que al analizar todo el genoma haria
mas sencilla y fiable la deteccién del dopaje genético. En este
sentido, se ha disefiado un ensayo ultrasensible de secuen-
ciacion para identificar todos los puntos de unién exdn-exoén
de EPO, IGF-1 y GH, que puede detectar un gran numero de
copias de ADN a partir de muy poca cantidad de ADN gend-
mico. Sin embargo, debido a cuestiones éticas y legales, rela-
cionadas con el intercambio de datos gendmicos humanos, y
que puede llevar mucho tiempo y ser costosa para el cribado
rutinario, especialmente para un gran nimero de muestras
en grandes eventos deportivos, hasta la fecha no se ha reali-
zado ningun estudio basado en la NGS.

A pesar del uso de las técnicas descritas, todavia existe una
gran dificultad para detectar el dopaje genético y no se sabe
si los intentos que se han hecho han fracasado. No obstante,
se estdn llevando a cabo varios estudios sobre nuevas estra-
tegias, por ejemplo, la deteccidn de proteinas transgénicas o
de los vectores portadores del material genético en el lugar
de la inyeccidn intramuscular, el seguimiento de la respuesta
inmunitaria tras el uso de un vector virico o la elaboracién de
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perfiles de expresién génica modificados.[28,29]

3. CONCLUSIONES

La terapia génica puede utilizarse como método de dopaje
genético mediante la modificacién de genes implicados en la
fuerza y/o resistencia muscular. A dia de hoy, no se puede con-
firmar el empleo del dopaje genético en humanos porgue no
hay pruebas que lo corroboren. Los virus adenoasociados son
los vectores virales mas utilizados en los modelos de terapia
génica enfocada al dopaje genético. El mejor candidato para
el dopaje genético es la EPO, ya que presenta buenas ventajas
y da lugar a los menores efectos adversos. El dopaje genético
en humanos puede acarrear graves problemas de salud, ya
que los efectos secundarios son desconocidos a corto y largo
plazo. Actualmente se estan implementando las técnicas de
biologia molecular para la deteccion del dopaje genético de
manera rutinaria.
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